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© Procede d'obtention de nou velles fractions protelques a partir das activites factaurs de croissance, ces fractions et laur 
application comma agents de stimulation et de potentiaiisatlon des activites facteurs de croissance. 

© On purifie un facteur de croissance, par chromatographic 
d'affinite sur une restne I a base de polysaccharides sur 
lesquels est fixee de I'heparine, afin d'obtenir une fraction F 
constitute par des traces du facteur aFGF et d'une nouvelle 
fraction proteJque, en reaiisant une elution avec un tampon 
pH neutre, d'une force ionique equivalente a celle d'une sol- 
ution de NaCI voisine de 1M, et on purifie la fraction F 
precitee, par chromatographie d'affinite sur une resine II, en 
reaiisant une elution avec un tampon pH neutre, d'une force 
ionique equivalente a celle d'une solution de NaCI voisine de 
2M, la r6sine II etant un dextrane r6ticule presentant desfonc- 
tions carboxymethyle, eventuellement carboxymethyl- 
benzylamide, et carboxymethylbenzylamide sulfonate, et 



dont ie comportement biologique est celui de I'heparine. La 
nouvelle fraction protelque est caracterisee par ie fait que son 
poids moleculaire est determine comme etant de 20 000 D en 
electrophor^se en condition non reductrice (spectre a bande 
unique) ; et comme etant de 19 000 D en electrophorese en 
condition reductrice (spectre a deux bandes), et que, par 
HPLC, elle fournit un spectre a trols pics. 
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La presente invention se rapporte a un proc^de 
paur I'obtention de nouvelles fractions proteiques, a partir 
des activity facteurs de croissance ; elle se rapporte 
egalement aux fractions proteiques ainsi obtenues, ainsi 
qu*a leur application comme agents de stimulation et de 
potentialisation des activites facteurs de croissance. En 
effet, ces nouvelles fractions proteiques presentent une 
activite au moins partielle de co-facteur des facteurs de 
croissance. La presente invention concerne done de facon 
g^nerale 1 4 isolement de telles activites co-facteurs. 

Dans la litterature, on a decrit des activites 
facteurs de croissance qui sont obtenues a partir d'un grand 
nombre de tissus, notamment a partir de l'hypophyse, du 
cerveau, de 1 1 hypothalamus, de la retine et de differents 
tissus oculaires, du cartilage et des chondrosarcomas, et 
egalement du rein, du foie, du placenta, du corpus luteum, 
des muscles, etc. 

II ressort de nombreux travaux de recherches que 
la plupart de ces facteurs appart iennent a deux groupes 
ayant ces activites. 

Ces proteines ont 6te separees et caracterisees 
par differents precedes de purification, et leur structure 
primaire a ete elucidee. 

Le premier groupe de ces proteines a ete decrit 
sous les noms de FGF <ou basic FGF) , AGF2 (astroglial growth 
factor), EDGFI, 0HBGF (beta heparin binding growth factor) ; 
quant au deuxieme, 11 a ete decrit sous les noms de ECGF, 
acidic FGF. AGF1, EDGFI I , RDGF (retinal derived growth 
factor) , ot-HBGF. Par simplification, ces facteurs de 
croissance connus seront denommes bFGF'et aFGF. A titre de 
references bibl i ographiques concernant les facteurs de 
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craite&nct*. ou citera koy R. Lobb et a! dans " Anal y€icaH 
Biochemistry 1 14 <19#6> et 3\ Courty ai dans 

"Bio-" hem. Blophys. Kes. Commun. , 102*108 <1966>*'* 

Dans la presente description, l 1 expression 
"activites facteurs de croissance" designe des extraits 
contenant des composes capables d*agir sur la prol if erat ion 
cellulatre. Les references bibl iographiques sus-ment ionnees 
decrivent egalement les methodes de raise en evidence de 
1* activity biologique de ces facteurs de croissance. 

II a rnaintenant ete decouvert qu'en realisant des 
chromat ographi es, sur des resines particul ieres, de ces 
activites facteurs de croissance, on pouvait isoler des 
fractions proteiques distinctes des facteurs de croissance, 
ces fractions proteiques presentant la propriete interes- 
sante de stimuler I'activite biologique de ces facteurs de 
croissance . 

La presente invention a done d'abord pour objet un 
procede pour I'obtentiDn d'une fraction proteique ayant une 
activite au moins partielle de co-facteur des facteurs de 
croissance, caracterise par le fait qu'il consiste a 
? Q purifier un facteur de croissance par chromatographic 

d'af finite sur une resine I et/ou II, 
. ladite resine I etant a base de polysaccharides sur 

lesquels est fixee de I'heparine, et 
» la resine II etant constituee d 1 un dextrane reticule qui 
presente des fonctions carboxymethyle , eventuellement des 
fonctions carboxymethylbenzylamide et qui presente 
egalement des fonctions carboxymethylbenzylamide 
sulfonate, et dont le comportement biologique est celui 
de I'heparine, 

en realisant, dans le cas de la chroma togra phi e d'af finite 
sur la resine I, une eiution avec un tampon pH neutre, d'une 
force ionique equivalence a celle d'une solution de NaCl 
voisine de 1 M, et, dans le cas de la chromatographic 
d'af finite sur la resine II, une eiution avec un tampan pH 

35 
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uauira t d'une tore* ionique *qut va I cnte a celle d'une 
solution de NaCl vol$ine de 2 K. 

Con for moment a un premier mode de realisation de 
la presente invention, on purifie le iacteur de croiesance 
par chromatographic d'af finite sur la resine I, afin 
d'obtenir une fraction F, constitute par des traces du 
facteur aFGF et par une fraction proteique possedant la 
propriete de stimuler et potentialiser les facteurs de 
croissance, puis on purifie ladite fraction F par chromato- 
graphic d'af finite sur la resine II, afin d'obtenir la 
fraction proteique precitee possedant la propriete de 
stimuler et potentialiser les facteurs de croissance. Cette 
fraction proteique est part icul ierement interessante ; elle 
est decrite en tant que telle ci-apres, 
15 Conformement a un deuxieme mode de realisation de 

la presente invention, on purifie le facteur de croissance 
par chromatographic d'af finite sur la resine I seulement 
pour obtenir ladite fraction F. Dans le cas du procede 
conforme a ce second mode de realisation, on obtient done 
20 une fraction proteique moins pure que celle que 1 ■ on obtient 

en mettant en oeuvre le procede conforme au premier mode de 
realisation, mais qui poseede tout de meme I'activite 
co-facteur des facteurs de croissance. 

Conformement a un troisieme mode de realisation du 
25 procede selon 1" invention, on purifie le facteur de 

croissance par chromatographic d'af finite sur la resine II. 
L'interet du procede conforme ce troisieme mode de 
realisation est que les facteurs de croissance aFGF et bFGF 
sont faiblement retenus sur la resine II, la fraction 
30 proteique interessante s'adsorbe sur la colonne de chromato- 

graphic a 0,65M NaCl <ou une force ionique equivalente) et 
est eluee a 2M KaCl (ou une force ionique equivalente) ; il 
en resulte une meilleure separation de la fraction 
interessante recherchee. 
35 ° n utilise, comme materiel de depart, un facteur 

de croissance d' origine humaine ou animale. En particulier, 
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on peui m^ntlonner Un iacteur de- croi^sanoe issu du cerveau 
humain ou du placenta humain. On peut epjaleroent partir du 
cerveau bavin. 

Conf ornament a un mode de realisation pr£±£re du 
precede de 1 * invent! on, on utilise, conune materiel de 
depart, un extra! t acido-soluble de cerveau humain ou bien 
un extrait placentaire humain. 

L' extrait acido-soluble de cerveau humain peut 
etre obtenu par la succession d'e tapes suivantes : 

- broyage du cerveau humain en tampon phosphate a pH 
neutre j 

obtention des proteines par precipitation au sulfate 
d* ammonium entre 20 et 60% ; 

isolement des proteines restant solubles en milieu 
acide, au voisinage de pH 3 ; et 

- dialyse cant re un tampon a pH neutre. 

Comme indique ci-dessus, la resine I est h base de 
polysaccharides sur lequel est fixee de I'heparine. 
CL'heparine est un melange de glycosaminoglycanes extraits 
de I'intestin de pore et presentant une large distribution 
de poids raoleculaires ; I'heparine purifi£e utilisee est 
maj oritairement constitute d* une sequence lineaire de 
disaccharide d 1 acide oc-L-idopyrannuranique-2-sulf ate et de 
2-deoxy-2-sulf amino-or-D-glucopyrannose-6-sulf ate) . Les 
meilleurs resultats ont ete obtenus avec une resine I 
commercial isee sous la denomination "Heparin Sepharose" par 
la Societe "Pharmacia" . 

Dans la chroroatographie d'af finite avec la resine 
II, les meilleurs result ats ont 6te obtenus avec une resine 
II du type de celle decrite dans la publication de 
H. Mausac, N. Aubert et J. Jozefonvicz : 11 Ant i thrombic 
activity of some polysaccharides resins" , Biomater ials, 
1982, 2., 221-224, en part icu Iter avec la resine "Sephadex 
carboxymethylbenzylamide sulfonate", qui possede une 
activite "heparin- like" de 0,2 UT/mg e_t dont la structure 
est un polymere const itue par les motifs suivants : 
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On peut egalement separer en sous-fractions la 
fraction proteique possedant I'activite de co-facteur par la 
technique de HPLC, lesdites sous-fractions ayant Egalement 
cette activite. 

La fraction proteique, obtenue notamment par le 
procede selon le premier mode de realisation, est 
caracterisee en elle-meme par le fait que son poids 
moleculaire est determine comme etant de 20 000 daltons 
environ en electrophorese en condition non reductrice, 
laquelle fournit un spectre a bande unique, et comme etant 
de 19 000 daltons environ en electrophorese en condition 
reductrice, laquelle fournit un spectre a deux bandes, et 
que, par la methode de chromatographie en phase liquide 
haute performance, elle fournit un spectre a trois pics. 

Sa composition en acides amines, determines apres 
hydrolyse acide et avant HPLC phase . inverse , est donnee dans 
le tableau suivant : 
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TABLEAU 

Composition en acides amines de cette fraction proteique 
(calcuUe par rapport a un poids moleculaire de 19 000 
daltons> 



Acide amine 


Nombre de residus 
par molecules 


Asx 


12 


Glx 


18 


Ser 


ID 


His 


5 


Gly 


23 


Thr 


11 


Arg 


15 


Ala 


14 


Tyr 


4 


Ket 


3 


Val 


6 


Phe 


6 


lie 


4 


Leu 


9 


Lys 


26 







Cette composition indique que la fraction 
proteique est difference des facteurs de croissance aFGF et 
bFGF et qu'elle est caracterisee par la presence d 1 un nombre 
important de residus lysine. 

En outre, comme indique ci-dessus, cette fraction 
proteique peut egalement etre caracterisee par le fait 
qu'elle possede la propriete de stimuler et potentialiser 
les facteurs de croissance. 
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La preterite invention porte egalement Bur chacune 
des trois sous-fractions reeultant d'une separation par la 
technique de HPLC de la fraction proteique qui a ete definie 
ci-dessus. 

5 Les applications des fractions proteiques selon 

l 1 invention, en particulier de la fraction F proteique 
decrite ci-dessus ainsi que des trois sous-fractions 
precitees, sont toutes celles dans lesquelles sont 
impliques les facteurs de croissance : pour la fabrication 
10 de milieux de culture ; en cosmetol ogie ; pour la 

cicatrisation de la peau et de la cornee; dans des 
applications therapeutiques, par exemple pour la 
potentialisation de I'effet angiogenique des facteurs de 
croissance. 

15 

Dans ce qui suit, on deer it l'obtention de la 
fraction proteique selon 1' invention a partir d'un extrait 
acido-soluble d'un facteur de croissance issu du cerveau 
humain, conf ormement aux deux premiers procedes mentionnes 
ci-dessus, ainsi que la mise en evidence de son activite 
etimulatrice et potentialisatrice de 1* activite biologique 
des facteurs de croissance. On a egalement deer it 
l'obtention de la fraction proteique a partir d'un extrait 
placentaire comportant un facteur de croissance. 

I - OBTENTION DE LA FRACTION PROTEIQUE SELON L« INVENTION A 
PARTIR D'UN EXTRAIT ACIDO-SOLUBLE DE CERVEAU 

la - MISE EN OEUVRE DU PREMIER PROCEDE 

<a> Preparation de 1' extrait acido-soluble de cerveau. 

Toutes les operations ont lieu a 4'C. 4 kg de 
tissus sont homogenises a l'aide d'un broyeur Turax dans 1 1 
de tampon PBS. Les debris cellulaires sont elimines par 
centrifugation a 10 OOOg pendant 45 ran CRotor Beckmann 
JA 10). Le surnageant, appele extrait brut, est ajuste a 
35 une concentration de 20% < N H 4 > 2 S0 4 et centrifuge 45 mn a 
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tO 000 g- deuxieroe surnageant est pass6 sur laine de- 

verre, afin d 1 el iminer les traces de lipides, puis aju&te A 
une concentration de 60% <NH 4 > 2 SQ 4 et centrifuge a 10 000 g 
pendant 45 mn. Le precipite obtenu est redissous dans un 
5 volume mini mum de PBS (environ 400 ml > et la solution est 

ajustee a pH 3,2 avec de l'acide acetique glacial, puis 
immediatement centrifugee pendant 30mn a 10 000 g. Le 
surnageant est rea juste a pH 7 avec de la soude concentree 
et dialyse extensi vement centre du PBS. La solution est 
10 ensuite centrifugee 30 inn a 20 000 g (Rotor Beckmann JA 20), 

af in d*eliroiner toute trace de precipite. Ce dernier 
surnageant est appele extrait acido-soluble. 

Cb> Chromatographic d'af finite sur la resine I (Heparin 
15 Sepharose) 

4 g de resine < ou gel) Heparin- Sepharose sont mis 
a gonfler pendant 15 mn dans 100 ml de tampon PBS et coules 
en colonne de 1,6 xlO cm C16 ml > a 12,5 ml/h/cra 2 . 120 mg de 
1* extrait acido-soluble de cerveau obtenu a 1 * etape (a) par 
20 g de gel son deposes sur la colonne, Les proteines retenues 

sont eluees success! vement avec des solutions de PBS 
ajustees respect i vement k 0,65*1, IK et 2H KaCl, Des 
fx-aotions de 5ml sont collectees et dosees en quantite de 
proteines et en activity biologique. 
25 La figure 1 du dessin annexe represente le 

chromatogramme obtenu. On constate 1' existence : 

d^ne fraction de tete F <1,10>, eluee a IK NaCl, 
suivie 

d'une fraction F x <11,25), encore eluee a 1M NaCl; et 
30 - d'une fraction F g (30,40), eluee a 2M NaCl. 

La figure 2 represente le spectre de ces trois 
fractions F, I f 1 et F pl lequel a ete obtenu par electro- 
phorese en condition reductrice sur gel de polyacry lamide . 
L* observation de ce spectre montre que la fraction F 
35 <ligne a> est constitute par une nouvelle fraction 

proteique, avec, a 1 1 etat de traces, le facteur h-aFGF, la 
fraction F^ carrespondant au facteur h-aFGF <ligne b> et la 
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fraction F 2 ,au facteur h-bFGF Cligne c) . 

Cc) Chromatographie d*af finite sur la r6sine II (resine 
"Sephadex carboxymethylbenzylamide sulfonate") 

La fraction F t recueillie a 1 • etape precedente, 
est ensuite soumise a une chromatographie d'af finite sur la 
resine II sus-indiquee . Le mode operatoire est le euivant : 

Une colonne 2,8 x 1© cid <100 ml) est equilibree 
avec du PBS a un debit de 10 ml/h/cm 2 : 1 mg de prate ines 
par millilitre de resine est depose sur le haut de la 
resine. Les proteines retenues sur la colonne sont eluees 
success! vement par des solutions de PBS Tween 20 0,02*4 
ajustees respect ivement a 0,65K laCl, 2, 15M NaCl , puis 6K 
uree. L'elution est realisee par 250 ml de ces 3 solutions. 

Chaque fraction est collectee. Les quant! tes de 
proteines et d'activite biologique sont evaluees. 

Comme le montre la figure 3, qui represents le 
spectre obtenu en electrophorese en condition reductrice sur 
gel de polyacrylamide, une proteine homogene, de poids 
20 moleculaire de 19000 daltons environ est obtenue par 

elution avec du tampon FBS-Tween 20 0,2MaCl 2K Cligne c 
sur cette figure 3, sur laquelle on a egalement fait 
figurer, en ligne a, le spectre de cette fraction F avant 
chromatographie sur la resine Sephadex carboxymethyl- 
25 benzylamide sul f onate <SCKBS> , et, en ligne b, la fraction 

nan retenue sur la resine precitee). 

Le chromatogramrae obtenu en HPLC phase inverse de 
5 u.g de la fraction F, ainsi purifiee sur Heparin Sepharose, 
fait l'objet de la figure 4, II comporte trois bandes 
30 eluees entre 24 et 25% d' acetonitri le , la bande centrale 

majoritaire representant environ 50-60% du materiel elue. 
(Conditions de cette chromatographie : Colonne C 4 taille des 
pores : 300A ; eluant : H 2 0/CH 3 CN/0, 1% d'aclde trlfluoro- 

35 
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aeetique). La purification e&t trfes satisiaisante, le& 

rfesultats, expriines a partir de 1kg de materiel de depart, 

etant rapportes dans le Tableau ci-apres . 

Tableau 



Fractions Quant ite de proteines <mg) 



Fraction acido-soluble 
Fraction -U-10) 

(Heparin-Sepharose > 
Chromatographic sur 
SCMBS. : 

-Fraction non retenue 

C 0,65k NaCl> 
-Fraction eluee 
C 2M 3faCl> 



175 

0, 020 

0, 004 
0, 016 



lb - WISE EE OEUVRE DU SECOND PROCEDE 

On prepare un extrait acido-soluble de cerveau et 
on realise la chromatographic d'af finite sur la resine 1 
Heparin Sepharose, comrae decrit aux points respect! vement 
<a> et Cb) de IA. On a analyse la fraction F obtenue en HPLC 
phase Inverse. Le chroma togramme resultant fait I'objet de 
la figure 5. II comporte trois bandes eluees entre 24 et 26% 
d* acetonitrile et fait apparaltre une bande centrale 
majoritaire representant environ 50 a 60% du materiel elue. 
Craemes conditions de chromatographie que celles indiquees au 
paragraphe la - point Cc) ; 56ug de la fraction -Cl-10) ). 
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II ~ MISE EN EVIDENCE DE L'ACTIVITE STIKULATRICB 
DES FACTEURS DE CROISSANCE PRESENTEE PAR 
LA FRACTION PROTEIQUE SELON L* INVENTION 

Le test biologique mis en oeuvre est base sur la 
5 stimulation de cellules confluentes par des fractions 

contenant un facteur de croissance. L' evaluation de cette 
stimulation est faite par mesure de 1 1 accroissement de la 
population cellulaire apres incorporation d* un 
d6soxynucl6otide marque, la thymidine triti6e qui est 
10 detectee par comptage de la radio-activity. 

Les cellules sont ensemencees dans des puits d'une 
boite de culture. Six jours plus tard, les cellules sont 
confluentes dans les puits tandis que le milieu est epuise 
en serum. C* est A ce stade que les facteurs de croissance 
15 peuvent etre inocules, afin de tester leur potentiel A 
stimuler les cellules dans les conditions optimales. 

(a) Protocole experimental CDeroulement du test) 

Les facteurs de croissance h-aFGF ou h-bFGF avec 
ou sans la fraction proteique de 1* invention, sont filtres 

20 sterilement, sur filtre 0,22 jam <Millex) et sont inocules en 
triplicate sous des volumes de 10 a. 50 jil a 5 dilutions 
suooessives, 24 heures plus tard, on ajoute aux cultures 
1/jtCi de thymidine tritiee C25 Ci/mM, CEA France), 
prealablement diluee avec du PBS sterile. 

2g L' incorporation de thymidine tritiee est arretee 

apr&s 4 h par aspiration du milieu de culture, suivie de 
deux rincages avec du PBS. Les cellules sont ensuite lysees 
avec 500 ul de soude 0, IN. Chaque lysat est aspire et dilue 
dans 3 ml de liquide scintillant (PACKARD INST AG EL) . La 

30 radioacti vi te incorparee est raesuree a I'aide d 1 un compteur 
A scintillation liquide <LKB RACKBETA) . Chaque comptage est 
effectu6 pendant 60 secondes. 

<b> Expression des resultats 

35 Pans les conditions exper imentales choisies, il 

existe une relation entre la quantite de facteur de 
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croissance ajoutfee au milieu et la quairtite de radioact i vi le 
incorpor^e par les oellules en culture dans ce milieu. On 
peut tracer une dose - reponse en exprimant la radioactivity 
incorporee en fonction de la quantite de proteines ajoutees 
par roillilitre de milieu de culture, I'axe des abcisses 
etant porte selon une echelle logarithm! que . 

Des experiences out fait apparaitre que la 
fraction proteique selon 1* invention ne possede en elle-meroe 
aucune activite sur la croissance des cellules BEL, CC1-39 
ou FR-3 T3. 

En revanche, lorsqu'elle est ajoutee aux facteurs 
croissance h-aFGF et h-BFGF, a des concentrations du me roe 
ordre de grandeur Cng/ml>, elle accroit par un coefficient 
de 2 a 5 l f activite stimulatrice des facteurs de croissance. 

C* est ce que montrent les courbes dose-reponse des 
figures 6 a 8, les figures 5 et 7 illustrant 1'effet 
potential isateur de la fraction proteique selon 1' invention 
sur la stimulation respect ivement des fibroblastes FR-3T3 et 
CCL-39 par les facteurs h-aFGF CA> et h-bFGF <B> en 
1* absence de serum de veau foetal, et la figure S illustrant 
I'effet potentialisateur de la fraction proteique selon 
1« invention sur la stimulation des cellules BEL par le 
facteur h-aFGF en presence d' heparine, et en absence de 
serum de veau foetal <A> ou en presence de 6 % de serum de 
veau foetal : 

Figures 0 et 7 : 

sans la fraction proteique de 1* invention 
avec la fraction proteique de 1' invention <2 ng/ml 
dans le cas de la figure 6 et 30 ng/1 dans le cas 
de la figure 7> . 

Figure S : 

0 0 h-aFGF seul 

^ 4. avec heparine 5 ug/ml 



-* avec heparine 5 fig/ml et fraction proteique de 
1« invention 13 ng/1. 
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L'examen de 1* ensemble de ces figures 6*8 perniet 
de constater que la fraction proteique de 1' invention est 
capable de potent ial iser I'effet stiraulateur dee facteurs 
h-FGFs sur les trois types cellulaires precipes, en presence 
5 ou en 1' absence de serum de veau foetal. 

La figure 8 nontre egalement que la presence 
d'heparine aux concentrations utilisees est sans influence 
sur I'effet potential isateur de la fraction proteique selon 
1 ' invention. 

10 II a egalement ete demontre que la fraction 

proteique selon 1 1 invention presente la meme action sur 
les cellules bovines endothel iales de la cornee . 

De plus, on a pu montrer que les sous-fractions 
correspondant a chacun des trois pics obtenus en HPLC 

15 presentaient la propriete de stimuler les facteurs de 

croissance. Leur utilisation, dans ce but, fait egalement 
I'objet de la presente invention . 

Ill - OBTENTI0N DE LA FRACTION PROTEIQUE SELON L* INVENTION 
A FARTIR D'UN EXTRA IT PLACENTA I RE HUMAIN. 

20 

On a procede comme au paragraphe II <a> , Cb> , <c> 
pour l'extrait acido-soluble de cerveau, l«extrait 
placentaire humain ayant ete dissous dans un tampon PBS 
0,65H NaCl . Une proteine homogene, de poids moleculaire de. 
25 19 000 daltons, est obtenue par elution par NaCl 2M. 

La figure 9 represente le spectre de cette 
fraction proteique F, ce spectre etant obtenu par 
elect rophorese en condition reductrice (ligne a) et en 
condition non reductrice (ligne b> , sur un gel de 
30 polyacrylaiaide . L' observation de ce spectre jnontre une 

identite entre les deux fractions F. 

Quant a la figure 10, elle represente une courbe 
dase-reponse analogue aux figures 0 a 8, illustrant I'effet 
potentialisateur de la fraction proteique selon 1* invention 
35 sur ; la stimulation des f ibroblastes CCL-39 par le facteur 
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h-aFOP en 1 1 absence 6& s^ruio de- veau foetal, le mode 
op^raioire 6tant identique a celui indiquft au paragraphe 

II <a> . 

legends la Figure 10 : 

5 , t h-aFGF seul 

0 q avec la fraction proteique de 1' invention (20 pi > 

On constate que le facteur h-aFGF, a tres faible 
concentration, presente peu d'activite. La solution de la 
10 fraction proteique de 1' invention a 20 ul par ml de milieu 

n'a pas d'activite CBF - bruit de fond). Quand 20 ul par ml 
de milieu sont ajoutes & chaque fraction de h-aFGF t il y a 
une activation de 1 ' incorporation de thymidine dans les 
cellules f ibroblastes. 
15 Comme dans le cas precedent, des resultats 

analogues ont ete obtenus sur d'autres cellules, comme les 
cellules epitheliales du cristallin. 

Les nouvelles fractions protSiques selon 1* in- 
vention peuvent etre utilises dans toutes les applications 
20 des facteurs de croissance, comme co-facteurs stimulateurs 

ou potentialisateurs desdits facteurs, noiamrnent pour la 
fabrication de milieux de culture cellulaire, la cicatri- 
sation de la peauila survie de cellules nerveuses, le con- 
tr51e de la va scularisation, ou encore comme co-facteur 
25 pour 1 1 a ngiog§n6se ainsi que dans le domaine cosm£tique, 

par application locale sur la peau ou les cheveux. 
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1 Procede pour )• obtenti on d' une fraction 
pr ntzique. a_ya-ot one a<:tlviie au mnins partteftle de 
co-facteur des lacUurs de CroU^nce, caractferis6 par le 

5 fait qu'il consiste a purifier un facteur de craissance par 

chromatographie d'affinite sur une resine I et/ou II, 

• ladite resine I etant a base de polysaccharides sur 
lesquels est fixee de I'heparine, et 

♦ ladite resine II etant constitute d'un dextrane reticule 
10 <l ui presente des fonctions carboxymethyle , eventue 1 lement 

des fonctions car boxymethylbenzy lamide et qui presente 
egaleroent des fonctions carboxymethylbenzylamide 
sulfonate, et dont le comportement biologique est celui 
de I'heparine, 

15 en realisant, dans le cas de la chromatographic d'affinite 

sur la resine I, une elution avec un tampon pH neutre, d'une 
force ionique equivalente a celle d'une solution de HaCl 
voisine de 1 M, et, dans le cas de la chromatographic 
d'af finite sur la resine II, une elution avec un tampon pH 

20 neutre, d'une force ionique equivalente a celle d'une 

solution de HaCl voisine de 2 M. 

2 - Procede selon la revendicat ion 1, caracterise 
par le fait qu 1 on purifie le facteur de craissance par 
chromatographic d'af finite sur la resine I, afin d'obtenir 

25 une fraction F, constitute par des traces du facteur aFGF et 

d'une fraction proteique possedant la propriete de stimuler 
et potent ialiser les facteurs de croissance, puis qu'on 
purifie ladite fraction F par chromatographic d'af finite sur 
la resine II, afin d'obtenir la fraction proteique precitee 

30 possedant la propriete de stimuler et potentialiser les 

facteurs de croissance. 

3 - Procede selon la revendicat ion 1, caracterise 
par le fait qu 1 on purifie le facteur de croissance par 
chromatographic d'af finite sur la rSsine I seulement. pour 

35 obtenir ladite fraction F, telle que definie a la 

revendicat ion 2. 
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cbr omatutfi ahie' d* affinity sur la r^i ne II. 

^ - Procede se 1 on 1'uhp <tes revend i cat i ons 1 a 4 , 
caracteris* par le fait qu 1 on utilise, comme materiel de 
depart, un facteur de croissance d'origine humaine ou 
animale . 

6 - Precede selon la re vendicat ion 5, caracterise 
par le fait qu'on utilise, comme materiel de depart, un 
facteur de croissance issu du cerveau huraain. 

7 - Precede selon la re vendicat ion 6, caracterise 
par le fait qu'on utilise, comme materiel de depart, un 
extrait acido-sol uble de cerveau huraain. 

S - Precede selon la re vendicat i on 5, caracterise 
15 par le fait qu'on utilise, comme materiel de depart, un 

facteur de croissance issu du placenta humain. 

9 - Procede selon la revendicat ion 8, caracterise 
par le fait qu'on uti 1 ise, comme materiel de depart, un 
extrait placentaire humain. 

10 - Procede selon la revendicat ion 7, caracterise 
par le fait que 1 1 on obtient 1' extrait acido-soluble par la 
succession d'etapes suivantes : 

broyage respect ivement du cerveau humain en tampon 
phosphate a pH neutre ; 

obtention des proteines par precipitation au sulfate 
d 1 ammonium entre 20 et 60% : 

isolement des proteines restant solubles en milieu 
acide, au voisinage de pH 3 ; et 
dialyse contre un tampon a pH neutre. 

11 - Procede selon 1 ■ une des revendicat ions 1 a 

10, caracterise par le fait qu'on utilise, comme resine I, 
une resine "Heparin Sepharose" 

12 - Procede selon 1 1 une des revendications 1 a 

11, caracterise par le fait que 1 1 on utilise, comme resine 
35 II, une resine "Sephadex carboxymethylbenzylamide 

sulfonate", qui possede une activite H heparin- 1 ike" de 
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1? 

0,2UT/:mg et don't la. S^tructuir*- est U** pol yn^re. constitu^. par 

les motifs suivant.fi : 




— CH 2 



* COO-Na + 




[c0Cf] = 81% 
[SOJ ]= 9% 



— CH 




SOT Na+ 



20 



25 



30 



35 



13 - Procede selon rune des revendicat ians 1 a 
12, caracterise par le fait que l'on separe en sous- 
fractions la fraction proteique obtenue par la technique de 
HFLC, lesdites sous-fractions ayant egalement l'activite de 
co-facteur des facteurs de croissance. 

14 - Fractions proteiques obtenues par le precede 
tel que defini a I'une des revendications 1 a 13. 

15 - Fraction proteique, caracterisee par le fait 
que son poids moleculaire est determine comme etant de 20000 
daltons environ en elect rophorese en condition non 
reductrice, laquelle fournit un spectre a bande unique, et 
comme ^tant de 19000 daltons environ en elect rophorese en 
condition reductrice, laquelle fournit un spectre a deux 
bandes, et que, par la met node de chroraatographie en phase 
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liquide haute performance, eile faurnit un spectre a trois 
pics . 

16 - Fraction proteique selon la revendicat ion 15, 
caracterisee par le fait que sa composition en acides amines 
d£terminee apres hydrolyse acide et avant HPLC phase inverse 
Ccalculee par rapport a un poids moleculaire de 19000 
daltons) est la suivante (acide aroine/nombre 'de residus de 
1' acide amine par molecule) : 

Asx/12 ; Glx/18 » Ser/15 ; His/15 ; Gly/23 ; Thr/11 ; 
Arg/15; Ala/14 ; Tyr/4 ; Xet/3 ; Val/6 ; Phe/6 ; Ile/4 ; 
Leu/9 ; Lys/26. 

17 - Fraction proteique selon 1 * une des 
revendi cat ions 14 a 16, caracterisee par le fait qu'elle 
possede la propriete de stimuler les facteurs de croissance. 

18 - Fraction proteique selon I'une des 
revendicat ions 15 a 17, caracterisee par le fait qu'elle est 
obtenue par le procede tel que def ini a la revendication 2. 

19 - Chacune des trois sous- fractions resultant 
d'une separation par la technique de HPLC de la fraction 
proteique telle que definie a I'une des revendi cat ions 15 a 
18. 

20 - Utilisation des fractions proteiques telles 
que d£finies a I'une des revendications 14 a 18, et des 
trois sous-fractions telles que definies a la revendication 
19, dans toutes les applications des facteurs de croissance, 
comme co-facteurs, agents stimulateurs ou potential isateurs 
desdits facteurs, notamment pour la fabrication de milieux 
de culture cellulaire, la cicatrisation de la peau, la sur- 
vie de cellules nerveuses, le contrSle de la vascularisation , 
ou encore comme cofacteur pour 1 1 angiogenese ainsi que dans 
le domaine cosmetiquB, par application locale sur la peau 

ou les cheveux. 
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Messieurs, 



s* est 

que deposee. 



Demande de brevet europeen n* 87-401 509. 2'deposee 
.le 30 juin 1987 au nom du CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SC I EFT I F I QUE pour : "ProcM, d'obLntian 
tltl^^l** fr r tiDnS P™t*i q u es a part ir des acti- 

5 crDissance . fractions et leur 

^ ^ ODUEe agentS de st i^lation et de poten- 
tialisation des activites facteurs de croissance" 
Invention : ULHRICH et al . * 

Nous sounaiterions corriger une erreur materiel le qu 
glissee a la page 13, ligne 21 de la description telle 



En effet, a cette ligne, «II» a ete mis 



pour «Ia» 



un 



Ce paragraphe III concernant l'obtention d'unp 
fraction proteique selon 1' invention, nan plJs A mrUr h«„t, 

crolssance prssente. par la fraction protAl," dH^av.^loa. 
Placenta P^a^oce^ ^"J? 

Nous joignons a la presente, en triple exenDlairp 
nouvelle page 13 dument corri^e, et il noJisera^ a^aSie 
que vous P uissiez substituer cette page a l-a^Ienne S 

Vous en remerciant a l'avance, nous vous prions 
meiKeur; * eSSieUrS > 1' expression de nos senti^entS TeT 



B. PHELIP G . tAngUY 



3 



P.J. - nouvelle page 13 en 3. exemplaires 
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^DEMUN,CH , SI EG FRIEDST RA SSE 6 - 8OO0 MUNCH EN 40 . TEL. <OB») 83 SO 24 . TIL£ X „ PAT D. 
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